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論 文 内 容 要 旨
第1章 序 論
ある種の栄養条件がゼ生体の加令によってもたらされるいわゆる老化現象などを抑制し,
寿命の延長に貢献するという知見は,古 くか ら知 られている。 一方・加令現象 とその しく
みに関する研究も近年になりようや く発展 しつつあり,様 々な観点から探究されている。
そこで,今 日,栄 養条件が加令現象にいかに関与するものかをあらためて追究すべき段階に
あると考えられるbと ころで,加 令研究を実験的に行なう上で,材 料に関していくつかの
聞題点があると考える。 すなわち,従 来か らのように,動 物の個体の加令を長期にわたっ
て追跡する研究方法では,厳 密な飼育環境が要求され,実 験が極めて困難である。 一方,
培養細胞の増殖能力を加令の指標として用いる細胞 レベルの研究か ら得 られる知見は,複 雑
な神経性,体 液性調節系の中に置かれている本来の細胞の姿をどれだけ反映 しているかとい
うことになると,疑 問が残る。 これ らの問題点をふまえて,加 令研究には,より適切な系の
選択が必要である,す なわち,生 体の中にあって,加 令の過程が観察されやすい単純な系
であることが一つの条件として必要である。 筆者は,生 体内の細胞再生系組織に属する小
腸上皮細胞を研究材料として選定 した。 そして,個 体の寿命延長に効果を.もつことが認め
られている制限食がごの系で果たして個体の場合と同様に延命効果があるか否かを確認する




2-1.制 限 食条 件 下 に お け るマ ウス の体 重 及 び 消化 管 重 量 と サ イ ズ
ddY系 マ ウス,ニ カ 月 令 の雄 を 実験 に供 した 。 表1に 示 した様 に,20%カ ゼ イ ンを含
む 合成 飼料 を 用 い て,昼 間 摂 食 に 馴 化 さ せ た の ち,午 前9時 ～午 後3時 ま で の6時 間 給 餌 法
を2週 間行 な った 。 非 制 限 群 に は,こ の 時 間 内 に採 食 を 自由 に行 な わせ,制 限 群 に は非 制
限群 の60%量 を この 時 間 内 に 与 え た 。 動 物 は個 別 飼育 し,一 群8匹 と した 。 こ れ らの動
物 の体 重 と消 化 管 重 量及 び サ イズ は表2に 示 した 。 制 限群 の マ ウ ス は,2週 間 の 制限 期 間
中 に 開 始 時 体 重 の 約13%を 失 って い た 。 最 終体 重 で は 非 制 限群 の そ れ よ り も約20%低 い値
を 示 した 。 空 腸 と回 腸 重 量 で は,制 限群 が非 制 限 群 よ り有 意 に 低 い こ とが 明 らか に な った 。
2-2,制 限 食 条 件 下 に お け る 空 腸 上 皮 細 胞 寿 命 の 測 定 。




で求め,グ ラフか ら全移行時間すなわち寿命を求めた。 図1に 示すよ うに,制 限群のマゥ
スの空腸上皮細胞の寿命は,非 制限群のものと比較 して,約20%の 延長が認められた。 そ
の延長は,陰 窩と絨毛の 両 方 で 移行時間が延長 していることに基づくものであることが明
らかにな った。 表3に 示 した様に,上 皮細胞数は制限群で減少 しているにもかかわ らず,
絨毛構成細胞数(距 離)を 移行時間で割 った値(速 度)は,制 限群の方が非制限群よ砂遅
いことが明 らかであった。 このことは,寿 命の延長が,絨 毛の長ざに依存 したものではな
く,移 行速度すなわち単位時間当りに陰窩から絨毛にかけて移動する細胞の減少に起因 した
ものであることがわかった。 これは,陰 窩における細胞の増殖速度の減少を反映 したもの
であると考えられ,こ の点を明らかにするために分裂活性の測定を試みた。
第3章 小腸上皮細胞の寿命 を決定 する要素 と しての陰窩 における分裂活
性 とそれ に対 する制限食 の影響
3-1.分 裂 活 性 の 日内 変 動 。
陰 窩 の分 裂 活 性 に は 日内 変 動 のあ る こ とが 知 られ て お り,そ れ が 摂 食 に呼 応 した もの で あ
るか 否 か につ い て は 一 致 した 見 解 が な い 。 そ こで,本 実 験 で 行 な っ て い る昼 間6時 間 の 給
餌 に 対 す る分 裂 活性 の 変 動 を検 討 した 。 図2に 示 した様 に,給 餌 中 の 午 後1時 に,分 裂 像
が 多 く観 察 され た 。 そ こで,こ の 分 裂 活 性 の高 い時 期 を 選 ん で,非 制 限,制 限 食 負 荷 の 影
響 を 見 る こ とが 妥 当 で・あ る と考 え られ た 。
3-2,コ ル ヒチ ンによ る分 裂 活 性 の 測 定 。
制 限 食 によ る分 裂 活 性 の 低 下 が 予 想 され,分 裂 像 を あ る時 刻 で計 測 す る上 で困 難 が 推 測 さ
れ た の で,あ る時 間帯 で の 分 裂 像 を 集 積 し,計 測 を容 易 にす る 目的 で コル ヒチ ンを用 いた 。・
その 際 の 集 積 時 間 を 検 討 した と こ ろ,図3に 示 す よ うに,投 与 後3～4時 間 で計 測 す るの が
最 も適 確 であ る と判 断 され た 。
3-3,制 限 食 条 件 下 に お け る分 裂 活 性 の変 動 。
表4に 示 した様 に,十 二 指 腸,空 腸,回 腸 と も絨 毛 細 胞数,陰 窩 細 胞 数 に は顕 著 な差 は 認
め られ な か った 。 しか し,分 裂 活 性 を み る と,制 限群,非 制 限群 間 で有 意 差 が認 め られ た 。
十二 指 腸,空 腸,回 腸 の い ずれ の部 位 で も,分 裂 活性 は 制 限食 によ って,い ちよ うに低 下 す る
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こと が 明 らか に な り,局 部 的 な管 腔 内因 子 に よ っ て分 裂 活 性 が 低 下 して い る もの で は な い こ
とが 明 らか に な った 。
この よ うな分 裂 活 性 の 低 下 が,増 殖 を 行 な って い る細 胞 の 細 胞 周 期 の 延 長 に基 づ く もの な
の か,あ るい は増 殖 に かか わ って い る細 胞 の 割 合 が低 下 す るた め な のか を検 討 す る必 要 が あ
る と考 え られ た 。 そ こで 次 章 で は,分 裂 活 性 低 下 の し くみ を さ らに詳 し く検 討 す る 目的 で,
細胞 周 期 の測 定 を行 な うと と もに,標 識 指 数(Iabelingindex:LI)を 求 め る ことに よ
って増 殖 細 胞 集 団 中 でS期(DNA合 成 期)に あ る細 胞 の割 合 を 出 し,増 殖 細 胞 の プ ール サ
イズ の大 きさ を推 定 した 。
第4章 陰窩 に おけ る分裂細胞周期 と制限食の影響
4-1.制 限 食 条件 下 で の細 胞 周 期 の測 定
十 二 指 腸,空 腸,回 腸 に つ い て,第2章 と 同様 に オ ー トラ ジオ グ ラフ ィーを 行 ない,分 裂
期 に あ る細 胞 中,標 識 され て い る細 胞 の割 合 を継 時 的 に求 め,・FLMcurve(fraction
of且abeledmitoses)を 描 く。 このcurveの 解 析 は,Mendelsohnand
Takahashiら の 方法 で 行 な った 。 図4は,十 二指 腸 に お け る非 制限,制 限 群 のFLM
Curveを 示 して い る。 描 か れ たcurveに よ れ ば,分 裂 周 期 の各 期 に均 等 に細 胞 が分 散
して い るの で は な く,S期 の 後 半 あ た のに 滞 留 して い る こ とが 伺 わ れ,そ の傾 向 は特 に非 制
限 群 で 明 らか で あ った 。 第2ピ ー クの 上昇 か らみ て,制 限群 の方 がtotalcycletime
(Tc)が 若 干 延 長 して い る こ と がわ か った 。 同様 に,空 腸,回 腸 に つ い てFLMcurve
を求 め,そ れ か ら細 胞 周 期 の各 期 の 長 さを求 め た 。 ム方,3H-thymidine投 与 後,1時
間 で の標 識 指 数 を 求 め た。 それ らの 結 果 は,表5に 示 した 。 十 二 指 腸,空 腸 で は,G1
期 の 延 長 に よ るTcの の び が生 じて い るが,回 腸 で は その 傾 向 は 全 く認 め られ な か った 。
一 方,LIば 十 二 指 腸 ,空 腸,回 腸 の 各 部 位 で,い ず れ も制 限食 に よ って低 下 して お り,
増 殖 細 胞 プ ー ルサ イズ の 縮 少 して い る こ とが 推察 され た 。 これ らの結 果 か ら,制 限 食 に よ
って,十 二 指 腸,空 腸,回 腸 に お い て増 殖 細 胞 プrル サ イ ズ の 縮少 が生 じ,回 腸 以 外 の小 腸
上部 で は,さ らに増 殖 細 胞 の細 胞 周 期 が 延 長 して い る こ とが 考 え られ た 。 部 位 に よ る差 異
は,管 腔 内因 子 あ る い は陰 窩 細 胞 の性 質 が,小 腸 上 部 と下 部 とで異 な って い る可 能 性 を示 唆
して い る 。 増 殖 細 胞 プ ー ル サ イ ズの 縮 少 も厳密 に 言 え ぱG1期 に 対 す る調 節 の結 果 生 じた
もの と考 え られ,G1期 細 胞 が何 らか の 理 由 で 最 も調 節 を受 け や す い こ とを 示す と考 え られ
る。
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第5章 小腸上皮細 胞機 能の成熟 とそれに及ぼす制限食 の影 響
前章までに述べてきたように・制限食は・陰窩における細胞の増殖速度を減速させること
によって,絨 毛上の上皮細胞の移行速度を遅 らせ,個 々の上皮細胞の寿命を延長させること
が明らかになった。 このように寿命が延長している場合に,上 皮細胞の機能はどのように
変化 しているのか,特 に,上 皮細胞特有の機能である膜消化,吸 収機能に着目し,検 討を加
えることにした。 膜消化 ・吸収機能が陰窩では弱 く,絨 毛先端にむけて高まってゆくこと
をDahlqvistら が初めて明らかにして以来,そ れを支持する知見が提示され,現 在では
一般的に上皮細胞の形態的 ・機能的成熟が絨毛上で進行することが知られている。 特 に,
微絨毛のサイズ 。数の変化や,そ こに局在する種々の終末酵素活性の変化が明らかにされ,
成熟とは,酵 素活性の高まりを指標にして述べ られる場合が多い。 この成熟化という現象
がいかなる機構で何故もたらされ るのかという疑問に対 しては答えが得 られていない。 し
かし,あ る時間的経過に従 って機能を徐 々に発現 してゆくという事実に立脚 して考えると,
上皮細胞が絨毛上に存在する時間が長ければ長い程,成 熟度は高まると言えるし,さ らに成
熟 した細胞がよ り長 く絨毛上にとどまることによって個体とrしてのtotalな 膜消化 ・吸収
機能は高まるのではないかと考えられる。 そこで,上 皮細胞の移行速度の減少に基づく寿
命の延長によって上皮細胞は非制限のものよ り,よ り機能的に高 まらていることが考え られ,
この点を立証するために実験を行なった。
5-1.制 限 食 条 件 下 にお け る小 腸 全 粘 膜 終 末 酵 素 活 性 の 測 定 。
微 絨 毛 膜 に局 在 す るmaItaseとleucylnaphthylamidase(LNA)と を 指 標 に して活
性 の測 定 を行 な っ た 。 その 結 果 は表6に 示 した 。 粘 膜 ホ モ ジ ネ ー ト上 清 の 単 位 たん ぱ く
当 りで表 わ した 比 活 性 値 で は,maltaseは 各 部 位 で 制 限 群 の 方 が低 い傾 向 に あ り,h十
二 指腸 空腸 上 部,回 腸 で有 意 差 が認 め られ た 。 一 方,LNAは,い ず れ の 部 位 にお い て
も制限 群 の方 が や や高 い か,同 等 の値 を 示 して お り,両 群 間 に有 意 差 は な か った 。
maltaseは,非 制限 群 に お い て,空 腸 上 部 が最:も高 く,制 限 群 で は そ の傾 向 は失 わ れ て い
た 。 毛NAは,非 制限 群,制 限 群 とも 回 腸 が最 も高 く,十 二 指 腸 にか け て漸 減 して ゆ く こ
とが わ か った 。 これ らの 結 果 か ら,maltaseとLNAと では 制限 食 に対 す る応 答 が異 な る こ と,
す な わ ち,LNAは 制 限 食 に よ って活 性 が高 め られ る傾 向 に あ る が,maltaseは む しろ 制
限 食 によ って 活 性 が 下 が る と言 え よ う。 一 方,小 腸 各 部 位 に お け る こ れ らの酵 素 の分 布 が
異 な る こ と も明 らか に な った 。 しか し,全 粘 膜 ホ モ ジネ ー トを用 い る と,上 皮 細 胞以 外 の
陰 窩 細 胞 や 筋 層 の 一 部 も含 まれ る こ とか ら,上 皮細 胞 の 機能 の成 熟 を 知 る上 で は 正確 な方 法
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とは言 え な い 。 そ こで,こ れ らの 問 題 点 を 克 服 し・ 絨 毛 上 に あ る上皮 細 胞 の 成 熟 の 進行 を
把 え るた め に,粘 膜 を 凍結 し・ 絨 毛 先端 か ら継続 的 に 切 断 し・ 各 々の 切片 に 関 して 同様 に 上
記 の 酵 素 活 性 を 測 定 す る こ とを 試 み た。
5-2.絨 毛 の 継 続 的 切 断 法 に よ る終 末 酵 素 活 性 の 測 定 。
結 果 は図5と 図6と に示 した 。maltaseは,制 限,非 制 限 と も,絨 毛 の 中 間 か ら先端
寄 りに活 性 の ピー クが あ り,LNAに 関 して は,非 制 限 群 で は 絨 毛 の 中 間 付 近 に活 性 の ピー
クが あ る が,制 限 群 で は先 端 部 が最 も高 くな る こ とが 明 らか に な った 。 両 酵 素 と も,制 限
群 に お い て絨 毛 の全 過 程 で 活 性 が高 い傾 向 に あ る が,maltaseで は 有 意 差 は な く,五NA
で は先 端 付 近 で有 意 差 が認 め られ た 。 これ らの 結 果 か ら,成 熟 の 型 は 酵 素 によ って 異 な る
こ とが わ か り,LNAはmaltaseよ り顕 著 な成 熟 化 現 象 を 示 す とい え る 。 そ し て,成
熟 の進 行 に及 ぼす 制限 食 の 効 果 をLNAで み る と,絨 毛 中 間 部 か ら先端 にか けて 高 い 活 性 を
発 現 して お り,成 熟 が非 制 限 の もの よ り高 ま って い る とい え る 。
本 章 を総 合 的 に考 察 す る と,酵 素 の成 熟 化 の 進 行 が上 皮 細 胞 の 動 態 と密 接 に関 連 して い る
場 合(LNA)と,酵 素 の成 熟 化 の進 行 が上 皮 細 胞 の 動 態 と さ ほ ど関連 性 の な い場 合
(maltase)と が あ る と い え る。 制 限 食 に よ って 寿 命 が延 長 して い る と き に は,成 熟 化 現
象 の顕 著 な酵 素 の成 熟 の進 行 に,制 限 食 の影 響 が及 ぶ と推 定 され る 。 そ こ で,本 章 の は じ
め に仮 定 した よ うに,制 限 食 に よ って上 皮 細 胞 が絨 毛 上 に存 在 す る時 間 が長 くな る こ と に よ
って,機 能 的 に 高 い状 態 へ と 細 胞 の成 熟 度 が進 行 して い る こ とが 示 唆 さ れ た 。 そ し
て今 回得 られ た知 見 は,上 皮 細 胞 成 熟 の過 程 が,栄 養 条 件 に よ って制 御 され る と い うこ と を
明 らか に した点 で意 義 深 い もの と考 え る 。
第6章 総 括
1,約2週 間 に わ た って,非 制 限 食群 の60%に 制 限 した量 を 成 熟 後 の マ ウ ス に与 え る と,
空 腸 上皮 細胞 の寿 命 は,非 制 限 群 の もの よ り20%延 長 す る こと が 明 らか に な った 。 制
限食 は,個 体 の寿 命 の み な らず,小 腸 上 皮 細 胞 の寿 命 を も延 長 させ る効 果 の あ る こと が
確 認 され た 。
2,寿 命 の 延 長 は,絨 毛 の 伸 長 に起 因 した もの で は な く,絨 毛 上 の上 皮 細 胞 の移 行 速 度 の
減 少 に依 存 して い る こ とが 明 らか に され た 。
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3.絨 毛 上 の移 行 速 度 が 減少 して い る場 合,陰 窩 に お け る分 裂 活 性 が 著 しく低 下 して い る
こ と が 明 らか に な った 。
4,十 二 指 腸,空 腸 で は,分 裂 活 性 の低 下 は,増 殖 細 胞 プ ール サ イ ズの 縮 少(標 識 指 数 の
低 下)と,さ ら にG1期 の 延 長 に よ るtotaIcycletimeの 延 長 に規 定 され て い る こ
と が 明 らか とな った 。
5.回 腸 で は,増 殖 細胞 プ ール サ イ ズの 縮 少 に よ って 分 裂 活 性 の低 下 が もた らさ れ た もの
で あ る こ とが 明 らか に され た 。
6.制 限 食 に よ って,絨 毛 先 端 上 皮 細 胞 のLNA活 性 は顕 著 に高 ま って お り,酵 素活 性 か
らみ た 成 熟 の 進 行 と,上 皮 細 胞 の移 行 速 度 の減 少 と は密 接 な関 連 性 を もつ もの で あ る と
















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































審 査 結 果 の 要 旨
栄養条件が加令現象を修飾する重要な因子であることはいうまでもない。 しかし,こ れを科学的に
実証的に示すことはきわめて困難なことであ り,こ の種の研究は緒についたばか りといえる。
著者は生体内の再生系組織に属する小腸上皮細胞を研究材料とし,実 験動物で個体の寿命延長に効
果をもつことが認められている制限食が,は た して同様な効果をもつか否かを確認するとともに,そ
れが どのような機作に基づくものであるかを明 らかにする目的で本研究を行 ったものである。
著者はまず,自 由摂取群すなわち非制限食群の摂食量の60%に 相当する食餌を与えたマウスの空
腸上皮細胞の寿命は,非 制限食群のそれに較べて20%延 長することをたしかめ,制 限食は.個 体の
寿命のみならず,小 腸上皮細胞の寿命をも延長 させる効果のあることを示 した。そ して,こ のばあい
の寿命延長は,じ ゆ う毛の伸長に起因したものではなく.じ ゆ う毛の上皮細胞の移行速度の減少に依
存 していることを明らかにするとともに,制 限食により陰窩 における分裂活性が著 しく低下しているこ
とを明らかにした。著者はさらに,こ のような分裂活性の低下が,増 殖を行っている細胞の細胞周期
の延長に基づくものなのか,あ るいは増殖にかかわっている細胞の割合が低下するためなのかを検討
し.こ れは主として増殖細胞プールの縮少によるものであること,ま た十二指腸,空 腸では一部G1
期の延長によって規定されていることを明らかにした。著者はまた.こ のように上皮細胞の寿命が延
長しているぽあい,上 皮細胞の機能はどのようになっているかを膜消化酵素に着目して検討 し,制 限
食に よって上皮細胞の移行速度が減少 しているとき,酵 素活性とくに 亘eucylnaphthylamidase活 性
はたかまってお り、細胞の成熟度はむしろたかまっている可能性を示唆している。
以上のように本研究は加令にたいする栄養条件の関与を伽 囲〃oで,し かも細胞 レベルで追究する
という加令に関する基礎的研究に新 しいモデルを提示 した点,加 令制禦の分野に貢献するところが大
きい。したがって著者は農学博士を授与される充分の資格があると判定 した。
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